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第 1章緒 ー=. E 
ビタミン B12(以下単lζB12と記す)の資源とし
て最初に発見されたものは動物の肝臓であり ，1948 
年米国の Merk研究所の Rickes(1)及び英国の 
Glaxo研究所の Smith(2)が，夫々独立に肝臓より 
B12の赤色結晶を分離した。 Smith ~L よれば，生鮮
牛肝臓4屯から約 19の赤色結晶を得7こ。然し，肝
臓は極めて高価なものであり，工業生産の原料とし
ては不適当であった。其の後 B12資源の研究が進む
につれ，肝臓以外にもある種の微生物の生産物中
氏存在すること (3)が判明し，之氏よって B 12結晶の
工業生産が確立された。又 1951年 Hooverω等は
都市の下水処理場の活性汚泥中にも B12が豊富に含
有されていることを発見し，これが注目されるに至
った。我国K於ても，高田ω，高橋等が追試して乙
れを認めている。高田教授(6)等は更に児島市に於け
る尿尿消化槽の脱離液より超遠心分離機を以って 
B12を分離，精製を行い，脱離液も有利な資材とし
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て，B12の工業化の可能性を示唆している。
最近我国では都市人口の急激な増大と農村に於け
る肥料としての尿尿需要の減退により，都市汲取尿
尿の処理は重大且つ深刻な問題となってきた。勿論
都市民於けるj果尿処理の根本方策は完全下水道によ
る処理であるが，全国lζ亘りこれを整備することは
膨大なる経費を要するを以て早急には実現困難であ
る。目下汲取粟尿の処理法として最も重視され，既 
l乙全国数十の都市K設置されているものは尿尿消化
槽による処理である。この方法は処理を主として資
源化としては僅かに乾燥汚泥を肥料K利用するに過
ぎない。もし乙の大量の脱離液が B12製造の原料と
して，容易に活用し得るものであれば，甚だ好都合
で所謂一石二鳥というべきである。
当衛生学教室に於ては多年尿尿処理K関する研究
が進められているが，著者はその一環として谷川教
援の指導により，原尿中の B12の由来，各種腸内菌
の B12産生，原尿消化処理中江於ける B12量の推
移，叉消化に関係深いと思われる嫌気性菌 Clost-
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ridium族と B12との関係等を検討し，更に消化槽
脱離液を原料とする工業化の可能性について考察せ
んと試みた。
こζiζ得た成績を報告して参考lζ供する次第であ
る。
第 2章 B12 測定法 
B12の測定は理化学的定量法によるのが最も理想
的であるが，未だ化学構造が決定されず現在はただ
製剤に応用されているにすぎない。天然物中の B12
はもっぱら Microbioassay rc.よっている (7)0 B12定
量に用いられる微生物としては，Lactbaci1us leic-
hmani<8)(9)，Escherichia Coli変異株(10)(1)， Och-
romonas malhamensiso2う原虫に属する Euglena 
gracilids〉，などが用いられ，各々特徴をそなえて
いる。然、しこれ等の定量菌が B12以外の物質，即ち 
L.leich.では thymidinや desoxyribosides類， 
E. Coliでは Methionin Kよっても増殖するばか
りでなく， B12にも Cobalamin同族体及び B12-
factorsが存在して生物学的効力も安定度も異るた
め分別定量は困難である。従って L. leich法， 
Euglnas法， E. Coli法で測定した値はいわゆる 
L.leich. activity，Euglena activity，E. Coli 
activityと称すべきもので必ずしも真の Cyanoco-
balamin値を与えていない。米国薬局法(14)では 
L. leichmaniiを標準定量法に採用しているので著
者も L. leich.法K従った。市して定量方法は大
体，酒井〈15〉，上久保〈16〉，藤田(17)1乙準じた。
実験方法 
1) 菌株並びに保存法
使用菌株は Lactobacillus leichmanii ATCC 
7830を使用し，菌株保存は試験管K高層l乙擬回し
た滅菌ライヒマニー保存培地(組成表 1) に菌を穿
刺し， 370Cで20--24時間培養，培養後は冷蔵庫に
貯え， 1週間l乙4回以上新規穿刺培養を行い， 4日
第 1表保存培地組成
酵母エキス 7.5g 

ぺプトン 7.5g 

ブドウ糖 10.0g 

KH2P04 2.0g 

トマトズユース末 3.2g 

tween 80 1.0 g 

粉末寒天 15.0g 

本品 50gを蒸溜水 111乙溶解高圧滅
菌後使用 
以上経過したものは使用 しなかった。穿刺回数のr
多い程良好な菌増殖曲線が得られ好結果が得られ
7こ。 
2) 懸濁用培地
基礎培地(組成表3) 原液を等量の蒸溜水で稀釈
し， 10 ccづつ試験管応分注， 15ポンド， 1200Cで5
分間高圧滅菌し直に冷却し冷蔵庫に保存し菌体洗
糠，懸濁培地として用いた。 
3) 接種菌液の調製
栓付遠心管に滅菌ライヒマニー接種培地(組成表 
2)を約8cc宛分注，測定試験前日に保存培地より 
1穿刺菌を移植， 370C，16--20時間液体培養後無菌
的l乙菌体を 2500回転 10分間遠心沈澱し，上澄を傾
斜してすて懸濁用培地にて菌体洗糠を 3回行い，最
後に 50--60%前後の菌体浮遊液を作り接種菌液と
した。
第2表接種培地
酵母エキス 7.5g 
ぺプトン 7.5g 
ブドウ糖 10.0g 
KH2P04 2.0g 
トマトジュース末 3.2-g 
tween 80 1.0 g 
本品 35gを蒸溜水 111乙溶解高圧滅
菌後使用 
4) 定量基礎培地の調製
乾燥粉末 B12基礎培地「ニッサンJを用いた。成
分組成は表3の通りである。本培地8.5gを蒸溜水 
100 ccで2--3分煮沸溶解し， PH 6.0 に修正して 
3000回転 15分間遠心分離を行い， その上清を透明
溶液として使用した。
第3表定量用基礎培地 (2倍濃度〉
カザミノ酸 10g 
1・シスチン 400mg 
dl-トリプトファン 400mg 
硫酸アデニン 20mg 
塩酸グアニン 20mg 
ウラシJレ 20mg 
キサンチン 20mg 
Vitamiu B1 1mg 
B2 1mg 
ピオチン 8r 
ニコチン酸 2mg 
パラアミ安息香酸 2mg 
パントテン酸カルシウム 1mg 
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塩酸ピリドキシン 4mg 
塩酸ピリドキサーノレ 4mg 
塩酸ピリドキサミン 800 r 
葉酸 2001 
KH2P04 19 
KH2P04 19 
MgSOt7H20 400mg 
FeS047H20 20mg 
MnS044H20 20mg 
1-アスパラギ、ン 200mg 
ブドウ糖 40mg 
無水酢酸ソーダ 20mg 
ビタミン C 4g 
ポリソルベート 80 2g 
本品 8.5gを蒸溜水 100ccK溶解 
5) B12標準液の調製
武田製薬のフレスミン注射用アンプ jレを用いて 
25%アルコール溶液を加えて 1 rjcc濃度の B12溶
液を作製，標準液として冷蔵庫K保存し2カ月毎K
作り直した。尚其の純度，濃度は紫外線吸収スペク
トルで、検定(7)を行った。 
6) ガラス器具 
B12の微生物法に使用するガラス器具はすべて 6
時間以上クロム硫酸液K浸したのち水道水で洗い，
蒸溜水を通して使用した。 15x180mmの硬質ガラ
ス試験管にアルミキャップを綿栓の代りに使用して
菌接種操作が便利であった。 
7) 試料
試料は1O~20 倍量の蒸溜水を加え 1000C 30分間
で抽出し，之を適当な濃度l乙稀釈して測定に供し
?こ。
8) 試料添加及び定量法 
上述の洗襟乾燥試験管に試料叉は B12標準液は
2.5ccをとり，基礎培地2.5ccを添加し全量を 5cc
とし 1200C5分間高圧滅菌後乙れK前日培養した
L.leichの接種菌液をピペットにより 1滴づっ接種
し， 370Cで 20--22時間培養し，その濁度を伊藤ク
レット型光電比色計Kより中心波長 660mμ の赤色
フィルターを使用し測定した。標準液は 0，0.01， 
0.02，0.04，0.08，0.16 m 7 jtubeの6水準をとり，
試料も稀釈を 3段階とり， 1水準 2--3本の試験管
をたて測定のたび]ζ標準曲線を作製した。尚測定値
は成るべく， 0.01--0.04位にくる様試料の稀釈を行
った。標準曲線を直線化する試みは種々行われてお
り，著者も定量値算出の簡便化のため濃度の対数を
とる乙とにより標準曲線を直線化することが出来
た。 
B12測定値は B12以外lと数種の類似体の存在が考
えられるので本報では，Lactbaci1us leichmanii 
activityを意味するものとする。
第3章原原中の B12量について
実験材料
実験材料は総て東京都砂町処理場に於て原尿消化
槽の調整槽流入直前のものを運び試料とした。 ζれ
らは実験に供する時は，3 x 3mmの金網で漏過し
粗大なる固形物を除去したものを使用した。
第 1節尿尿中の B12量
ガラス鐘lζ砂町処理場より持参せる生尿尿31を
入れ，内容をよく混和後 370Cの僻卵器花入れ 7週
間にわたり B12量を観察した。試料は 1週間毎iζ鐘
をガラス棒にて万遍なく撹持し内容均ーとして，そ
の 2ccをとり試料とした。表41乙示す如く， B12量
は第 3週迄少しく増加を認めたが殆んど有意の差が
なく予期せる著明な B12の産生はみられなかった。
第4表尿尿中総 B12量の推移 1jcc 
生尿尿 11W 2W 13W 14W 15W16W 
0
1
断 0ω67100判。断]0附Oω11]0ω311 .1
第2節糞便，原中の B12量
生尿尿中の B12が何I乙由来するかを知るために健
康人男女 5人民っき，新鮮糞便，尿中の B12含量を
測定した。表 51乙示す如く個人差があり最高 1.34 r 
Igより最低 0.87r jgまで平均1.07r /g当りの B12
量を測定した。然し尿中には殆んど mr/cc程度の 
B12量を検出し得・7このみで糞便内 B12含量にくらべ
れば殆んど尿中の B12量は無視し得る程の微量であ 
る。 1日成人糞便尿量約1lの割合は糞便1K対し
尿 9の割合であるから，生尿尿中の B12含量は新鮮 
第 5表新鮮糞尿中の B12量
糞|尿 
(1g当) (1cc当) 
0.97r 0.062mrNo. 1 合 
0.87 0.0472 合 
1.34 0.084 
4 ♀ 
3 合 
1.22 一 
5 ♀ 0.96 
ヴ'噌
v t
i平 
AU 
0.064mr 
0.13 
0.12 
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糞便の約 1/10量，即ち 0.1r/cc前後を示すのは妥当
と考えられる。糞便中の B12は食餌中の末吸収部分
で，動物性食品中I"c.B12が比較的多量K含まれてゐ
り，之が腸管内で一部消化吸収されずK糞便中Iζ排
世されたものと思われる。 ChOW<18lは B12の吸収に
ついて，経口的の場合には胃腸管系よりは少ししか
吸収されず，大部分は糞便より排世され尿中には殆
んど証明きれないといっている。
第 3節原尿脱離液，汚泥中の B12量
前回と同様にガラス鐘l乙生尿尿 31を入れ均等に
撹持後 370Cの鮮卵器に入れ静置して消化を行わせ
た。生尿尿を静置する時は 1~2 日記して 3 層に分
離する。即ち，スカム，脱離液，汚泥である。著者
は脱離液上層部，脱離液と汚泥との中間脱離液部，
及び汚泥部の 3ケ所より試料をとり， 1週間毎に測
定し 14週間 B12量を測定した。 37
0C保存のために
生ずる水分の蒸発及び試料採取による水分減量を顧
慮し，最初の投入量を鐘壁に目盛り毎回蒸溜水でも
って補給した。図 1，表61と示す如く，生尿尿中の 
B12量 0.092r/ccは，汚泥部では， 1週l乙於て著明
に増加し 0.133r/ccとなり，以後少量ながら漸次増
加の傾向みられ， 3週に於て 0.139r/ccとなったが
以後殆んど増加せず， 8週lと於て 0.120r/cc，14週
に於て 0.029r/cc K減少した。脱離液では， 中間
第 1図 尿尿脱離液，汚泥中の B12の
推移 r/cc 
F 
0.14 
部の方が上層部より常に B12量は多く測定され，2 
週K於て急激l乙減少し，各々 0.051，0.059 r/ccと
なり以後減少しつつ， 5週lζ於て約半分となり， 14 
週l乙於ては殆んど測定出来なかった。脱離液の下層 
lζ至る程 B12含量が多くなること，及び汚泥部』ζ多
量の B12を測定し得たことは，尿尿中の有機物質の
沈澱とともに，B12自体が同時比沈降し測定せられ
たものと思われる。一尚 5週以後汚泥中の B12量も減
少し，尿尿貯溜の経過に於て B12の破壊が推定され
Tこ。
第 4節者察及び小指 
Sjりsteronは活性汚泥のメタン醗酵はより，汚泥
中の B12の 82%は嫌気醗酵中氏生産されたもので
あると報告している。高田(19)等は琴浦処理場での
各試料の測定値と全設備からの日産推定生産量とを
算出し，原料尿尿中の B12総量，1.35 gで，消化後
の総量1.48gを計算し消化中の B12の増加は著しく
ないといっている。高橋(7)は下水処理場の処理中に
於ける B12含有量の変化について考察し， 1日の曝
気槽通過によって生産される量は汚泥中 B12総量の 
1/，けとすぎず汚泥中の著量の B12は数回~数十四の
回転の結果徐々に集積したものと報告している。高
田(20)は之応対し，下水処理場では日々多量の汚泥
が産出され，然も之lζ多量の B12が含まれている事
から考えて処理過程中相当量の B12が生産されてい
るものの様にも考えられるが，Hoover<仰と同様確
かな数値は得られないとしている。又現在の微生物
ZU
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汚脱脱
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法による B12定量法の誤差は士10%とされている
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から現在の定量法をもってしては B12生成量を実験
的に決定することは不可能であるとしている。
著者は実験的K貯溜尿尿中 B12量の変化を観察
し，生尿尿始め，脱離液並びに汚泥中lζ B12を証明
したが，尿尿消化中 B12の産生はあっても極くわず
かにすぎず，大部分は食品未消化部分が糞便として
排出され之が尿その他で稀釈され時聞の経過につ
れ，脱離液中の B12含有菌体が沈澱し，汚泥中氏蓄
、
、、J'・.-ー.・Jて-・ 
岡 山  
・、.~--
日ーー.・.-
・対:~官....俺I 積増量せるものと考える。
-・・司・・・.. 
C lQ 11 13 14 1 ・01 a"3.4 5 .6 7 8 12 
週ー 田ーー・+
r/cc第 6表 
0.092r|¥¥11 
I 1種類-----1
脱離液上層部 測定不能
脱離液中間部 測定不能 
汚泥部 0.029r 
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第 4章原尿申 Clostridium菌族と B12
に就て
当教室に於てさきに，谷川教援〈21〉，藤倉(22九平
沼(23)の発表された如く Clostridium菌族が嫌気性
総菌数の大部分を占め，尿尿の腐熟促進花関与する
事実から著者は次の実験を行った。
第 1節貯溜原尿中の Clostridium菌族の消長
ガラス鐘托生尿尿 31を入れ， 370Cの僻卵器に静
置し脱離液，汚泥K分離し上層lと浮遊せるスカムは 
試料採取後静かに沈降させ， 1週間置きに脱離液上
部，脱離液中間部，及び汚泥部よりの 3カ所より試
料を取った。試料は滅菌乳鉢にて乳棒にて磨砕し静 
置後上清を生理的食塩水にてlOn倍階段稀釈を行つ
た。使用培地は当教室で行われる Zeisslerの葡萄
糖加血液寒天平板，黄燐法にて 370C，4 --5日間嫌
気培養せる後 1cc中の含有菌数を測定した。 Clos-
tridium菌族とは，集落の性状， グラム染色及び
芽胞の染色性，普通斜面寒天に於ける発育状態，高
層糖入寒天穿刺によるガス発生状況，培地の溶血等
により，尚後lと肝々ブイヨンIζ移植し生物学的一般
性状により Clostridium菌族と判定し得たもので
ある。実験結果は図 21[示す。汚泥部lと於ては脱離
液部より常に菌数多く，上層部l乙至るにつれ減少が
みられ， 3週以後では，脱離液上層部，中間部に於
ては差が殆んどなくなった。下層程菌数多きは，波
澱と嫌気度の高きためと考えられるが，之は B12が
'Aa 
値当 
汚泥中κ多く脱離液上層部に至るに従い少く測定さ
一、
れるのと考え合せ興味深いものである。平沼〈却は
消化汚泥，脱離液中の嫌気性菌の?首長は Clostri-
dium菌族の消長といえる程本菌を多数算定し，藤
倉(22)は Enterococcus，Clostridium Welchii類
似菌が総菌数の 80%を占めると報告している。
第2図 Clostridium菌族の消長 
8 
6 
5 
4 
3 
2 
第2節尿尿中の Clostridium菌族の性状 
1) 形態学的性状
.集落は不透明，限局性正円形釦状隆起をなせるも
の，及び辺縁の不正で中央部の膨隆し周囲に拡がり
易いものがあった。 Zeissler培地では褐色で周囲に
溶血を認め，数時間で空気にさらされると緑色に変
化した。グラム染色は陽性であるが陳旧培養にては
漸次菌体の変形を来し難染性となりグラム陰性の発
現をしばしば認めた。形態は大体に於て 3--10 x 
0.4--1.2μ の比較的大なる樟菌で鈍端真直無肥厚
で鞭毛を有せず略々中央又は一端に芽胞を形成し国
有運動を欠く。
2) 生物学的性状
本菌は 370CIrて最も良く発育し， pH 7.2--8.0が
至適水素「イオンj濃度とされている。熱に対して
は， 1000C 10分の加熱で殆んど死滅し芽胞を有す
る他菌K比し抵抗は弱かった。之は分解する糖の存 
在する培地では芽胞を作らないため強い酸によって
早く死滅するためである。肝々ブイヨンK於ては数
時間後より多量のガスを発生し混濁し発育する。時
間の経過と共K菌体は沈降し重感ある沈澱を生ず
る。培地は酸性を示し芽胞の形成は甚だ徐々であ
る。インドール反応，硝酸還元，硫化水素は全株陰
性でゲラチンは殆んどガスを発生し液化した。牛乳
培地に於ては殆んど速にガスを発生しカゼインを凝
固せしめ培地は透明となった。含水炭素に対する分
解能力は，グルコーゼ，ガラクトーゼ，レプローゼ，
サッカローゼ，マ Jレトーゼ¥ラクトーゼは全株ガス
及び酸を発生した。ザリシン，グリセリン，イヌリ
ンは陰性が多く，イソジルシット，ジルシット及び 
マンニットは全株K於て分解せず， Clostridium 
菌族の特性〈却にー致した。
著者は以上の形態学的及び生物学的性状より 
Clostridium Welchiiを含むいわゆる Clostridi-
um菌族と判定した。
第3節 B12添加による Clostridium菌族の発
育状態
菌株は前実験iζ於て分離せる Clostridium菌族
を使用した。肝々ブイヨンを 3000回転， 15分遠沈
し， その上清を試験管K10cc宛分注， 1 cc当り種
々の濃度KB12を加えて高圧滅菌せるものに，実験
前日 K肝々ブイヨンK接種発育せる各菌株をピペッ
トにて 1滴宛滴下し 370C瞬卵器で培養後， その渇M W μ  E
氾 
012、 3 4 5 6 度を光電比色計l乙て中心波長 660mμ で測定した。， 
過 表 71乙示す如く，種々の濃度の B12を添加しでも
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第 7表の 1
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第 7表の 2 B12添加による Clostridium菌族混合の場合
菌 株 /-g口 Cl. 2 I Cl. 3 I C lC12l C13l C14l C15lC16l C171218l C191 Cl.-10 9 I C l.10 I C l.11 1.8 I C 1. I C l. 7 I C () l.4 I C l.5 I C1.
B12 1吋| 70.2 83.5 71.0 81.2 85.2 81.5 83.0 81.5 80.5 
5 r 
B12不合 l 
69.0 82.5 73.0 83.0 82.0 79.0 82.5 79.5 
B12 1日| 72.0 82.5 83.0 83.0 83.5 83.5 83.5 84.0 82.0
2 r 
B12不含| 71.0 78.5 79.0 78.5 79.0 83.0 79.5 80.5 80.5 
BU01cc当| 74.5 78.0 74.0 78.0 77.0 78.5 78.0 78.5
.2 r 
B12不合| 75.5 81.0 78.5 78.5 77.0 83.0 77.5 75.0 71.0 
B九1cc当，. 79.5 83.0 79.5 87.5 87.5 84.2 87.0 87.0 86.5 
.02 r 
B12不合| 80.0 85.5 85.5 88.0 
Clostridium菌族の発育状態は対象とくらべて変化
が認められなかった。表の数字の少いもの程菌の発
育が良好に行われた乙とを示す。
第 4節 B12添加によるガス発生量
前回と同様 ~r，肝葡萄糖ブイヨンを遠心しその上
清 120cc K，Clostridium No. 9を前日山羊血液
ブイヨンに培養せる菌液5ccを加え， よく混和後，
この 20ccK種々なる濃度の B12を添加し，滅菌 
Smith氏醗酵管lζ納め，直ちに 370Cの勝卵器に静
置し時間的l乙瓦斯発生量を該試験管の目盛りによっ
て読み之を基礎として No.9の発育性を検した。
瓦斯量を縦軸に培養時聞を横軸にとると，図 3~乙示
す如く瓦斯発生関係は S字状の曲線を以七表わさ
れ， いわゆる Buchaman等の細菌発育曲線を得
第3図 Biz添加によるガス発生量
時間圃回一回ー争 
87.5 82.5 85.0 89.5 
Tこ。之を分折すると，最初 1~3 時間は瓦斯発生量
極めて少く，之に引続き 3~6 時間は極めて E盛と
なる瓦斯発生期があり，次いで発生瓦斯の一定した
る三つの期比分ける ζとが出来る。而して異なれる 
B12濃度による瓦斯発生量lと大差はみられなかっ
た。即ち瓦斯発生状態から見ても B12添加量によっ
て Clostridium菌族の発育状態にきした差異が認
められないものと推定される。
第 5章徹生物による B12産生に関する実験
第 1節文献的者察
近時 B12は海藻中lと含まれる ζとが発見された
が，之も附着せる微生物によるものともいわれ，普
通の植物性食品や緑色植物中には存在せず，分子中 
l乙金属元素 Coを有することが他のビタミンと大い
に異る点とされている (25)。植物中KB12を合成す
る能力がなく，正常動物組織にも B12合成能力がな
いから B12の天然、K於ける唯一の起源は微生物によ
るものと思われる。 1948年， Richesωは Streppto・ 
myces grieseusの培養液中多量の B12を測定し，
その後研究により種々の微生物によって産生される 
ζとが判り之によって B12工業生産が確立された。
現在多数の B12生産菌が報告されている叩(26)(2九
酒井は Yeast， 及び BacteriaRは殆んど強力な 
B12生産菌は無く ，Actinomycetes，乙生産能力の
79.0 
73.5 
86.0 
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与郎、ζとを報告し，池田は EscherichiaColi及び
その類似菌や Baci1lu:sも種々の程度の B12生産量
を報告している。 Burtonrc.よれば 1213株の分離
株中，細菌の 64%，放線菌の 66%が B12生産能が
あるという。 B12は大部分微生物菌体中広存在し，
池田(27)は湿菌 19当り，50~90mr を測定してい
る。尚 B12生産量は株により，叉紫外線(28)による
人工変異によって B12生産能力は向上する。 Riches 
(31)等が B121ζCoを検出し， Hendlin(29)等が実験
的lζ， Streptomyces grieseus， Pseudomonas 
lumichroman. sp.，Mycobacterium smegmatis 
等の培養液に Coを添加しその醸酵液中をL.leich. 
で測定し， 2~8 倍の B12 生産増加を報告している。 
Hooverく相等は活性汚泥中κ可溶性の Coを測定し
汚泥中の B12含量から計算せられる Coより以上の
多量の Coを測定し B12合成に必要な要素ではない
が実際利用可能の Co濃度は低いものであろうか
ら， 0.01--0.10 p. p. m.の Coを添加すれば活性汚
泥中の B 12量の増加は可能かも知れないといってい 
る。上久保(31)は下水処理場に Ccを添加し BJ2を定
量したが効果は認められず，実験的にも 10p.p. m. 
以上の Co添加量増大につれ B12の減少を報告して 
いる。 Saunders(32)は放線菌の B12生産培地として
次のものを用いている。 
Fermentafion methods. The medium emp 
r 
production was of the 12 loyed for Vitamin B
following composition: Soybean meal 1.5%; 
corn steep solids，0.5%; No. 2019 yeast，0.2%; 
cerelose 1.5%; NaCl 0.3%; NH4 N03，0.1%; 
CaC03，0.2%; glycerol，0.5%; and Co++ (as 
CoC12・6H 20)，0.00025%。
酒井(?6)は振渥培地として葡萄糖 0.1%，肉エキス
第8表
平
0.5%，ぺプトン 0.5%，乾燥酵母 0.25%，硝酸コバル
ト10p. p. m.を用い， 25~270C 6日間， 振漫培
養後櫨液につき Euglena法で， 80~160mrjccの 
B12生産量を測定している。培養時間の B12生産
量に及ぼす影響については，Periman (3)等は，L. 
leich法で Streptomycesの B12生産は 6日目が最
高であるといい，池田(27)は 26株の内 16株lζ5日
自民最高値を得ている。
第2節尿原中の嫌気性菌，就中 Clostridium
菌族の B12生産能
原尿消化lζ関与する嫌気性菌の多数を占める 
Clostridium菌族及びその他 2，3の細菌について 
B12生産能を検した。使用菌株は著者がさきlζ尿尿
より分離せる Clostridium菌族，新lζ糞便より分
離せる Lactobacillusacidophilus，Lactobaci1lus 
bi自dus，Enterococcus，Escherichia Coli，等で
ある。各保存菌株を嫌気性細菌は Zeissler血液葡
萄糖寒天培地lζ嫌気培養を， Escherichla Coliは， 
E. M. B.培地l乙好気性培養をなし，各々より Ko-
lonieを酒井の培地lζ 白金耳にて接種し， 5~6 日
間再び各嫌気性，好気性培養した。培養液を 1000C
30分間煮沸抽出し， その培養櫨液 1ccをとり B12
ー
定量基礎培地 2.5cc IL.加え全量を 5ccとなし，L.
leich. 7890を接種し 20時間後の混濁を比色計にて 
測定し B12生産菌のスクリーニングを行った。結果 
は表8，91乙示す如く，表 9は酒井の組成培地より 
Co 10 p. p. m.を除外して同様K実験測定せるも
のである。即ち尿尿中より分離せる 10株の菌はす
べてL.leich. activityがみられ， Co添加はより 
L. leich.が responseすること (B12及び類似体
の増産〉が考えられる。 
60.5 83.5 55.0 
第9表 B12生産菌スクリーニング
81.5 
平 90.5 96.5 80.5 81.5 
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第 3節 Clostridium菌族及び各種細菌による 
B12生産量
酒井の培地を用い，L.leich.で測定した。総嫌気
性菌とは新鮮糞便を稀釈し， Zeissler血液葡萄糖寒
天l乙発育せる菌を Kolonie別に数種接種せるもの
である。表 10の如く B12生産量は培養櫨液 1cc当
り数 mr/ccとB12生産菌として知られる放線菌等
にくらべ非常K微量であった。之は B12が菌体中l乙
含まれる以上培地による発育栄養条件に関係すると
も思われるが，尿尿消化中 B12の増加が著明にみら
れない原因ではないかと思われる。
第 10表各種菌の B12生産量 
B12 (L.leich. actiuity) mr/cc 
Clostridium No. 1 8 mr/cc 
Clodridium No. 3 8 
Clostridium No. 9 9 
Clostridium No.12 8 
L.bifidus 4 
L.bifidus 7 
L.acidophilus 2 
E. Coli 5 
Enterococcus 4 
総嫌気性混合培養 14 
第4節小括及び者察
尿尿消化過程lζ於て嫌気性細菌の大部分を占める
Clostridi um菌族，及びその他糞便より分離せる
2，3の細菌につき B
12生産菌スクリーニングを行
ぃ，総べての菌が L.leich g: responseしCo添 
加はより activityを示した。且つ培養液 1cc当り
の B12生産量を測定し，混合培養の方が別々に培養
するより B
12効力の生産量は多くあったが，放線菌 
にくらべ非常に少量しか B12の産生はみられなかっ 
Tこ。之は第3章第 1節の実験ピ於て貯溜尿尿中の総
B
12量が僅かしか増量をみなかったこととー致す
る。尿尿消化l乙於て B12が嫌気醗酵によって増量さ
れる量は極く少量で，大部分は尿尿中の溶存せる 
B12が時間の経過とともに漸次汚泥部l乙集積され， 
ζの部に高値を示すことが想定される。
第6章東京都砂町処理場に於ける B12調査
著者は第3章の実験K於て，新鮮生尿尿より脱離
液，汚泥l乙於ける B12量の推移を検査し，第 5章l乙
於て尿尿中の主要細菌類の ~12 産生量を測定した
が，砂町処理場に於ける消化槽の実際に即して生尿
尿，脱離液，及び汚泥につき B12量を測定し，併せ
て脱離液の遠心沈澱Kよる B12量を測定した。砂町
処理場では波取生尿尿を消化槽 iと投入し，300C前
後にて約 30日間貯溜し消化を行わせ，消化槽の下
部に沈澱した汚泥は抜きとって砂床で乾燥して肥料
となし，上部の脱離液は撒布宿床で浄化し放流して
いる。
第1節消化槽各部に於ける B12量
検査年月日は，昭和 34年5月 13日より 1週間置
きに 3回実施した。試料は，生原尿は消化槽の調整
槽に流入直前のもの，脱離液及び汚泥は各槽別lζ抽
出せるものを均等に混和せるものにつき測定を行っ
た。表 111[示す如く，生原尿の B12含有量は 1cc 
当り， 0.1....-0.12 r/cc，脱離液では， 0.072~0.08 r 
/cc，汚泥部では 0.25~0.28 r/ccであった。即ち投
入せられた生尿尿中花見られた B12量は脱離液中K
於て少し汚泥中lζ約 2.5倍量の B12量が測定され
ている。
第 11表砂町処理場l乙於ける B12量
一瓦\瓦旦~I 臼 20jV r;_7jV 
!生生尿尿 Oollr 
0.078脱離液
0.25消化汚泥 
第 2節脱離液の遠心沈澱による B12量 
脱離液 20ccを 3000回転， 5分， 15分， 30分間 
遠心沈澱し，その上清部 1cc中の B12量と上清を斜
lζして棄てその沈澱部の B12総量を測定した。表 12
に示す如く，遠心上清は尚多少濁っていたが B12量
は，0.008，._0.004 rjccと著しく減少し，沈澱部は
0.72，，._1.12， --1.40 rで脱離液中の総 B12量の約
4G~89% が測定された。遠心沈澱部の総 B12 量は逮 
心時間の延長とともに増量し，30分遠心K於て生尿 
尿の 10倍近い含量を示した。
第 12表脱離液の遠心分離による B12量
試 Is:量 IB料戸別 岬収率% 
0.078rjcc 
0.008r/cc遠沈 5分上 清 
4G%0.72r総沈澱部 
0.008rjcc遠沈 15分|上 清 
72%1.12r総沈澱部 
0.004r/cc遠沈 30分 l上 清 
1.40r 89%総沈澱部 
-1420ー 千葉医学会雑誌 第 35巻 
これらを案ずるに，一部は微量ながら嫌気醗酵に
よる B12生産も加わったものであろうが，大部分は
脱離液の遠心沈澱部lとB12含有量の増加が証明せら
れた如く，尿尿中の B12が消化の過程に於て漸次有
機物質とともに槽下部氏沈澱し，之が更に尿尿の連
続投入により汚泥中に蓄積増量せられるものと考え
られる。
第 7章総括及び者察 
現在 B12製造原料としては，抗生物質等の製造副
産物に依存しているが，高田(19)等は脱離液を遠心 
分離して得られる沈澱部(主として B12含有パクテ
リア菌体部〉に乾物中平均30--40 r/gを測定し，
汚泥の乾物中 5--7rlgの B12量比比し数倍の値を 
得て，含量よりして汚泥より有利な B12製造原料で
あると述べている。汚泥部に容積あたり B12含量は 
多く存在しも B12含有バクテリア菌体以外の固形物
♂が多いため，乾物中の g当りの B12含量は低下する
ものと思われる白尿尿産物中の B12即ち L.leich. 
activity中には真の Cyanocobalamin以外の種々
の類似体が存在するが，電気泳動法制)， Bioautog-
raphy(35)の結果lとよれば， 70--80%が Cyanoco-
balominである。 
著者は東京都砂町尿尿消化槽K於ける脱離液を 30
分間遠心沈澱しその全 B12量の 89%を収得した。
B ，. 高田等の云う如く 12の工業的生産の原料として
今後益々増加する尿尿消化槽に於けるこの大量の脱
離液を利用する事は考えられるが，原料中の含有量
が微量である場合には，抽出精製に要する手数が製
造原価を決定する重要な因子となるから，これが工
業化には多くの検討すべき点が想像される。消化の
過程K於て B12が甚だしく生産されるものであれ
ば，乙の過程を経由した原料を利用するのが極めて
有利であることが想定されるが，著者の観察では沈
降，集積作用が主であり，叉尿尿という取扱の極め
て困難な特殊の物質からの抽出は甚だしく手数を要
し，叉他の例から類推して製品lと特異の色，臭の残
存が懸念される。又これから B12組製物をつくり動
物の飼料に利用することも考慮されるが採算が問題
であろう。一方都市に於ては下水処理も急速に発展
する趨勢にあるから，活性汚泥の発生も多量に上る
であろう。 B12の工業的抽出源としては，尿尿消化
物よりもむしろ活性汚泥利用の可能性が考えられ
る。動物飼料としての応用に於ても後者からのもの
が便利であろう。
第8章結
尿尿中の B12について，その由来，消化過程lζ於
ける消長，尿尿中の細菌の B12生産能を検し，実際
に於ける砂町処理場での B12量を測定し，B12製造
資源としての尿尿消化廃物を考察した。次の結論を
得たので列記する。
で糞便r/cc0.09--0.1は平均B12生尿尿中の 1. 
の食品中の未吸収 B12が糞便中に残り， ζれが尿l乙
より稀釈されているものと解釈出来る。
2. 尿尿消化過程中， B12は脱離液部より次第に
沈降し汚泥部へ移動し，尿尿全体としての B12の増
加は殆んどみられなかった6
3. B12は Clostridium菌族の発育K関係が殆
んど認められない。
4. 尿尿中より分離せる細菌は多少の差はある
が，総べて B12を産生した。併しその量は極めて徴
量であった。
5. 東京都砂町尿尿消化槽K於ける生尿尿，脱離 
液， 汚泥中の B12を測定し， 後者には生尿尿の 2.5
倍の B12を含み，叉脱離液の遠心物には殆んど 10 
倍量を含有する乙とを知った。 
6. 脱離液の遠心沈澱部には，や〉多量の B12が
含まれ， B12工業資源として注目される所であるが，
乙れを原料とする B12製造の実際化はなお研究，考
慮の余地があるものと思われる。
本稿を終るに臨み，終始御懇切なる御指導と
御鞭捷を賜わり，叉御校閲の労を辱うした恩師
谷川教授は衷心より感謝致します。併せて御助
言を賜わった田波助教授，工業技術院醗酵研究
所の田中技官，福岡技官，試料提供に関して助
力いただいた東京都砂町汚水処理場の青地技師
に感謝致します。
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